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Resumo

Desde a adogdo das diretrizes da norma ABNT NBR ISO/IEC 17025, o termo rastreabilidade do
resultado vem sendo cobrado pelos organismos de acreditagdo como parte inerente dos requisitos
demonstraveis durante uma avalia¢do. Para a metrologia fisica, o conceito de rastreabilidade pode ser
facilmente demonstrado pela natureza da medida, ja para a metrologia quimica, esta demonstra¢do néao
é tdo simples, pois, nos ensaios quimicos, via de regra, as medidas sdo indiretas, isto é, os resultados da
concentra¢do do composto na amostra sdo obtidos através da medi¢ao de outras quantidades/unidades
diferentes da expressa nos relatérios. Além da transformagdo da unidade de medida, outra caracteristica
dos ensaios quimicos ¢ a utilizagdo de um conjunto de equipamentos utilizados em varias etapas de um
unico ensaio. Assim, a rastreabilidade de um ensaio quimico pode ser representada pelo procedimento
operacional padrdo usado e a incerteza intrinseca do processo, nao simplesmente pela rastreabilidade
no seu conceito ortodoxo ao SI. O presente trabalho, segundo da série, visa discutir a contribuigio da
incerteza referente a rastreabilidade dos equipamentos usados em comparac¢io a incerteza referente a
rastreabilidade da condug¢do do procedimento operacional, além de mostrar a forte dependéncia da
natureza da amostra (efeito matriz) e seu impacto na incerteza do resultado, quando uma amostra é
aplicada a um procedimento ndo adequado. Os resultados sugerem que um procedimento operacional
elaborado de um método validado com controles de desempenho estabelecidos a priori e executados
durante a condugdo dos ensaios representa a rastreabilidade do ensaio.
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Unraveling the measurement in chemical analysis: 2. Traceability of Measurement

Abstract

Since the adoption of the guidelines of the ABNT NBR ISO/IEC 17025, the term traceability of results
has been used by accreditation bodies as part of the requirements inherent demonstrable during an
auditing. For metrology physical the demonstration of traceability can be easily made by the nature of
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the measure, already for chemical metrology, this demonstration is not so simple, because the chemical
tests, as a rule, are indirect measures, ie, results the concentration of the component in the sample is
obtained by measuring other quantities / units from the different units expressed in reports. In addition
the transformation of the measuring unit, another characteristic of chemical testing is the use of a set
of equipment used in various steps in a single assay. Thus, the traceability of a test chemical can be
represented by the standard operating procedure used and the intrinsic uncertainty of the process, not
just for the traceability in its orthodox concept to the SI. This work, second of the series, aims to discuss
the contribution of uncertainty concerning the traceability of equipment used in comparison to the
uncertainty concerning the traceability of driving operating procedure, and shows the strong dependence
of the nature of the sample (matrix effect) and its impact the uncertainty of results when a sample is
applied to a non adequate procedure. The results suggest that an operational procedure produced of a
validated method with controls performance established a priori and implemented during driving tests

represents the traceability test.
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Traceability; measurement uncertainty; standard operating procedure; statistical process control; method

validation.

1 Introducgéo

No primeiro artigo!!! dessa série, foi abor-
dado que a garantia da confiabilidade da medida
nos ensaios quimicos é baseada em quatro paré-
metros: (i) procedimentos operacionais padrdo
conduzidos por (ii) pessoal habilitado utili-
zando (iii) equipamentos calibrados instalados
em (iv) local e condigoes ambientais adequadas.
Nele foi mostrado que a contribui¢do do modelo
matematico que representa a curva de calibrac¢do
ou analitica para a incerteza do processo anali-
tico global ¢, muitas vezes, mais significativa que
a incerteza associada aos equipamentos criticos
usados. Neste segundo artigo, sera dada énfase
a importancia da rastreabilidade da medigao no
estabelecimento da incerteza global do processo

de medida nos ensaios quimicos.

No documento intitulado Vocabulario
Internacional de Metrologia (VIM)™, a rastrea-

bilidade metrolégica é definida como a

[...] propriedade de um resultado de medicdo
pela qual tal resultado pode ser relacionado a uma
referéncia através de uma cadeia ininterrupta e docu-
mentada de calibrages, cada uma contribuindo para
a incerteza de medicéo. (p. 28).

Este conceito pode facilmente ser usado em
medidas fisicas®, na qual a unidade de medida
serd a mesma do resultado do ensaio e, comu-
mente o processo de medi¢do é conduzido, via
de regra, em um unico equipamento calibrado;
medi¢ao do comprimento de um parafuso com
um paquimetro, por exemplo. Desta forma, a
confiabilidade da medida esta assegurada pela
rastreabilidade do padrao de referéncia utilizado
para a calibracdao do equipamento, acrescida do
processo de medi¢do propriamente dito, qual
seja: uso de procedimento operacional padrao,
treinamento do operador e controle das con-
di¢des ambientais que podem afetar a medida.
Havendo controle sobre o treinamento do ope-
rador na condugdo do ensaio em conformidade
ao procedimento operacional e das condigdes
ambientais, etapas estas quase nunca criticas
nessa classe de medidas (fisicas), a rastreabili-
dade metrologica do ensaio se restringe a cali-

bragdo do equipamento.

Ja a medicdo nos ensaios quimicos sdo

invariavelmente feitas indiretamente!*®, isto é,
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os resultados da concentragdo do composto na
amostra sao obtidos através da medigdo de outras
quantidades/unidades diferentes da expressa nos
relatorios (tais como o peso/aliquota da amostra,
resposta de sinal a partir do instrumento relati-
vamente a concentra¢do de uma série de solugdes
padrao diluidas preparadas a partir de material
de referéncia, etc.) e transformadas por meio de
modelos matemédticos na unidade de interesse do
ensaio. Desta forma, a rastreabilidade das medi-
das nos ensaios quimicos nao pode ser atribuida,
apenas, a rastreabilidade de seus equipamentos
criticos, mas outros fatores devem ser levados
em conta, como o fato da medida ter uma depen-
déncia clara da natureza da amostral”, sendo tal
fendmeno denominado efeito matriz. Assim, o
termo metrologia nos ensaios quimicos necessita
ser relacionado a uma grande “faixa” de rastrea-
bilidades®), reconhecidamente, mais diretamente
no procedimento operacional padrao utilizado,
pois nele estao as variaveis mais criticas, em que
quaisquer variagOes experimentais ndo valida-
das no procedimento, como exemplo, natureza
da matriz, variacdes nas condicoes ambientais e
diferentes sensibilidades de equipamentos, entre
outras, podem causar impactos significativos
na incerteza do resultado e, portanto, na ras-
treabilidade. Neste sentido, muitas adaptacoes
do conceito ortodoxo® da rastreabilidade sdo
necessarias para o uso racional do termo quando

aplicado aos ensaios quimicos de rotina.

A rastreabilidade metrologica e a incerteza
da medida sdo conceitos interligados®?\. Assim,
o entendimento da definicdo de rastreabilidade
claramente sugere que apenas resultados analiti-
cos com a “declara¢do” da sua incerteza podem
ser rastreaveis, ou que possa ter sua rastreabili-
dade demonstrada. Entretanto, um engano muito
comum nos laboratorios de ensaios é achar que
a rastreabilidade é importante apenas porque sua
demonstracio reduzira a incerteza”. E necessa-
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rio esclarecer que a rastreabilidade é um processo
que antecede a medigdo e pode ser estabelecida
antes da medida sequer comecar. Além disso, o
que torna o processo de rastreabilidade diferente
da estimativa da incerteza é que a incerteza ape-
nas poder ser estimada durante e apos o ato da
medigao!"”. Desta forma, para reduzir a incer-
teza de uma medida, sera necessario “melhorar”
a execuc¢do da medida, atuando principalmente
na contribui¢ao da incerteza que for mais signi-
ficativa na incerteza global do processo. Ainda,
¢ preciso entender que a rastreabilidade nos
ensaios quimicos ¢ feita em dois momentos. O
primeiro momento se refere a rastreabilidade da
calibracdo do conjunto de equipamentos utili-
zados na medida, que representa a exatidao da
calibracdo, ja, no segundo momento, refere-se
as operagdes experimentais para a condugdo da
medida, que representa a precisio da medida.
Estendendo este conceito, pode-se dizer que, da
variagdo da exatiddo da calibragdo, surgem os
erros sistematicos e, das alteragoes da precisao

da medida, surgem os erros aleatorios!'!l.

Considerando que o procedimento opera-
cional padrao pode representar mais realistica-
mente a rastreabilidade nos ensaios quimicos!'?,
pois a abordagem sistematica para a comparabi-
lidade dos resultados através da rastreabilidade
ao SI dos ensaios quimicos iniciou-se somente
em 1993 e as andlises quimicas datam de muito
antes, a valida¢do das etapas experimentais cri-
ticas torna-se fundamental para o controle e
manutencio da confiabilidade dos resultados, ou
seja, a rastreabilidade do processo. Neste sentido,
qualquer que seja a natureza e origem do método
de ensaio, para se tornar um procedimento ope-
racional padrao, em conformidade com as dire-
trizes da norma ABNT NBR ISO/IEC 1702513,
ele deve ter um minimo de testes experimentais

que confirmem que os seus resultados sejam
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comparaveis, confidveis e, principalmente, que

suas etapas experimentais estejam sob controle.

Do controle das etapas experimentais se
dara maior repetibilidade dos resultados, conse-
quentemente, uma menor dispersao de valores,
que levard a uma estimativa da incerteza cada
vez menor. Assim, a reducdo da incerteza de um
processo de medi¢do reflete no conhecimento
de suas etapas criticas e seu posterior controle
com indicadores periddicos de seu desempenho.
Sendo assim, estimar a incerteza de um procedi-
mento sem previamente conhecé-lo, e, principal-
mente, ndo ter dominio das etapas criticas, é, no

minimo, contraprodutivo.

O presente trabalho ira abordar a impor-
tancia de se estabelecer um planejamento expe-
rimental de validagdo do método antes de se
elaborar o procedimento operacional padrio, a
contribuic¢do da incerteza da exatidao da calibra-
¢do e aincerteza da precisdo da operagio e a con-

tribui¢do de efeito matriz sobre a rastreabilidade
da medida.

2 Experimental

No  Laboratério de  Cromatografia
- CROMA, da USP de Sao Carlos, foram
validados métodos para a determinagdo de
Di-hidrostreptomicina em seis diferentes matri-
zes analiticas, a saber: (i) plasma, (ii) leite, (iii)
tigado, (iv) rim, (v) musculo e (vi) gordura, por
LC-MS/MS. O modelo de valida¢ao dos métodos
seguiu as diretrizes da Resolugdo da ANVISA
RE N°899!", de 29 de maio de 2003, tendo sido
avaliados experimentalmente os itens seletivi-
dade, linearidade, repetibilidade, precisao, exati-
dao, LIQ (Limite Inferior de Quantifica¢ao), LD
(Limite de Deteccdo) e recuperagdo. Os dados
obtidos sdo mostrados na Tabela 1.

O procedimento analitico foi baseado nas
etapas de tomada de amostra (massa ou volume,

Desvendando a medi¢do nos ensaios quimicos

dependendo do estado da amostra), seguido de
fortificagdo (caso recuperagdo), adi¢cdo de solu-
¢des extratoras, homogeneizacdo em vortex,
separagao em centrifuga, com posterior coleta do
sobrenadante, fortificacdo (caso curva analitica),
adigao de reagentes (leite e plasma) ou uso de
SPE (musculo, figado, rim e gordura) para clean-
-up, homogeneizagdo em vortex, separagdo em
centrifuga, tomada de aliquota, filtragao e andlise
em LC-MS/MS. Do ponto de vista metrolégico, o
procedimento de ensaio é 0 mesmo, pois as ope-
ragdes unitdrias sdo iguais, o que difere é a natu-
reza dos solventes pelas caracteristicas da matriz.
Desta forma, é possivel comparar os dados expe-
rimentais e analisar o efeito matriz.

Analisando os dados de validagdo obtidos
experimentalmente para o mesmo analito, utili-
zando a mesma técnica analitica para as seis dife-
rentes matrizes analiticas, é possivel inferir que
o desempenho do método é fortemente influen-
ciado pela natureza da matriz, pois importantes
varidveis como seletividade, a faixa analitica, a
precisdo dos resultados e, principalmente a sen-
sibilidade, expressa tanto em termos de LD como
LIQ, sdo muito diferentes. Desta forma, um dos
principais mecanismos na determinagdo da
rastreabilidade nos ensaios analiticos é o efeito
matriz. Em algumas técnicas analiticas, como a
emissdo atomica com plasma de argonio indu-
tivo (ICP-AES), o efeito matriz pode ser visto
muito facilmente na determinagido de metais
em aguas em que um dos elementos prepondera
em concentra¢do, como, por exemplo, agua do
mar. Assim, pode-se concluir que o efeito matriz
¢ diretamente dependente da técnica analitica

usada no ensaio quimico.

O modelo utilizado para o calculo da estima-
tiva da incerteza foi descrito por Bahia Filho!*! e
baseia-se na determinac¢do experimental de qua-
tro fases distintas do processo analitico, a saber:
(i) preparo da solugdo padrio, (ii) preparo da
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curva analitica, (iii) precisao do resultado obtido
e (iv) recuperagdo do analito adicionado a matriz.

A novidade no presente artigo é que foram
separadas as contribuicdes da calibragdo de todos
os equipamentos das contribui¢cdes experimen-
tais das etapas do processo. Desta forma, foram
agrupadas as incertezas provenientes das calibra-
¢des, do tipo A, conhecida como incertezas her-
dadas e que chamamos de incerteza da exatidao.
Similarmente, foram combinadas as incertezas
padrio de todas as etapas experimentais, do
tipo B, conhecida como incerteza experimental
e que chamamos de incerteza da precisdo. Com o
objetivo de comparar o nivel de contribuigdo de
ambas as incertezas padrdo na incerteza combi-
nada do processo, foram construidos graficos e

planilhas mostradas a seguir.

Para o calculo da incerteza da precisdo da
operagdo, foram consideradas todas as fontes
das etapas experimentais que contribuem para a
incerteza combinada, por exemplo, operacio de
preenchimento de balao volumétrico, tomada de
aliquotas com micropipeta, constru¢ao da curva
de calibracio, recuperacido do analito e precisdo
dos resultados. Um resumo dos resultados obti-
dos para a matriz leite é mostrado detalhada-

mente na Tabela 2. Na Figura 1 é mostrado o gra-

| 3,27E-02

Urecuperagdo
Uprecisao M 1,89E-02
] 2,79E-01
(e —
Ucurva

Urepetibilidade- 1,80E-03
da operagao
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

Contribuicdo das quatro fontes para a

Figura 1
incerteza padrdo combinada para a incerteza da
operacdo para a matriz leite.
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fico de barras com as contribui¢oes individuais

de cada uma das etapas na incerteza combinada.

A incerteza padrdao combinada da precisao
encontrada foi 0,28 ng/mL. Das quatro opera-
¢Oes relativas a incerteza da precisdo, pode-se
observar que a contribuicao da fonte de erro
relacionada a construc¢do da curva de calibracio
¢ a mais significativa, seguida do ensaio de recu-

peragdo do analito e da precisao do resultado.

Ja para o calculo da incerteza da exatidéo,
foram consideradas todas as incertezas declara-
das nos certificados de calibragao de cada equi-
pamento que contribui para a incerteza combi-
nada, por exemplo, da balanga, das micropipetas
e dos baldes. Um resumo dos resultados obtidos
para a matriz leite é mostrado detalhadamente
na Tabela 3. Na Figura 2, ¢ mostrado o grafico de
barras com as contribuicdes individuais de cada

equipamento na incerteza combinada.

A incerteza padrao combinada da exatidao
encontrada foi 0,0038 ng/mL. De todas as cali-
bracdes consideradas, a relativa a balanca foi a

mais significativa, seguida da micropipeta.

Baldo de 10 ml [l 2,31E-04
Micropipeta 100-1000 I [l 2,50E-04
Balio de 10 ml [l 3,15E-04
Micropipeta 0,5-10 ul [l 2,89E-04
Balio de 10 ml [ll 2,31E-04

Micropipeta 10-100 pl 6,93E-04
Balio de 10 ml [l 2,60E-04

3,72E-03
Balanga
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S N O Nn O n o n o
SO O = =2 A AN O O I
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e e
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Figura 2 Contribuicdo das incertezas da calibragéo
na incerteza padréo combinada para a matriz leite.
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A Figura 3 mostra um resumo dos dados
obtidos na analise da contribuicdo de ambas as
incertezas, da precisio e da exatiddo, na incer-

teza padrao combinada do ensaio.

Observando os dados da Figura 3, pode-se
inferir que a contribui¢ao relativa a incerteza da
precisdo, que representa a conducdo de todas as
etapas experimentais do ensaio quimico é muito
mais significativa do que a contribuicdo da
incerteza da exatiddo, que representa a calibra-
¢do de todos os equipamentos criticos usados.
Estes dados corroboram com o “sentimento”
da grande maioria de técnicos que conduzem
ensaios de que a rastreabilidade da medigao
nos ensaios quimicos néo pode ser vista de uma
forma ortodoxa, ou seja, apenas nos certificados
de calibra¢do, mas deve ser considerada como
um todo. Ainda, apenas a rastreabilidade aos
equipamentos criticos ndo assegura que o ensaio
analitico esta sob controle e, portanto, apto a ser

acreditado.

O mesmo procedimento de calculo foi apli-
cado no ensaio de Dihidrostreptomicina em
todas as matrizes estudadas. Os dados obtidos

sao mostrados nas Figuras 4-8.

Analisando os dados de contribui¢io para as
diferentes matrizes, mostrados nas Figuras 4-8,

pode-se chegar a mesma conclusdo no que se

refere a contribui¢do ja discutida para a matriz

Ucalibragio | 3,84E-03

2,82E-01
Uoperagao [

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Figura 3 Incerteza associada & calibragéo dos
equipamentos e & precisdo da operacdo para a matriz

leite.
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Figura 8

rm.

leite, mostrada na Figura 3. O interessante aqui
é que as contribui¢des independem da matriz,
mas sdo dependentes do processo e, por esta
razao, os valores encontrados sio muito proxi-
mos. Cabe salientar ainda que a constincia no
processo de ensaio aqui mostrada sd foi possivel
porque todos os ensaios para diferentes matrizes
foram validados, antes de se obter os dados para
este trabalho. E possivel inferir que, para méto-
dos nao validados ou validados em extensao nao
adequada, maior variabilidade no processo pro-

vavelmente seria obtida.

3 Concluséo

Os dados obtidos corroboram para mostrar
que a rastreabilidade dos ensaios quimicos deve
ser vista de uma forma mais abrangente, nao
apenas da maneira ortodoxa da metrologia des-
crita no documento VIM. Assim, uma corrida na
definicdo de modo purista pode afastar os pes-
quisadores da real rastreabilidade da medida nos

ensaios quimicos.

A andlise dos dados apresentados neste
trabalho sugere que os controles analiticos rea-
lizados antes do surgimento do termo rastrea-
bilidade ja eram executados nos laboratérios. E
salutar pensar que a introduc¢ao das diretrizes da
norma NBR ABNT ISO/IEC 17025 trouxe mui-
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tas contribuicoes aos ensaios, principalmente no
que se refere a comparabilidade dos resultados
de uma mesma amostra obtida em laboratdrios
diferentes, contudo é muito oportuno discutir
que resultados diferentes encontrados por labo-
ratdrios diferentes tém muito mais a ver com a
caracteristica do método analitico e suas etapas
que simplesmente uma rastreabilidade ao SI.
Assim, os dados aqui apresentados sugerem que
a rastreabilidade de um resultado de ensaio qui-
mico é muito mais influenciado pela condugio
de um procedimento operacional padrio vali-
dado, nas condicdes de uso, de um método con-
sagrado do que devido apenas a rastreabilidade
ortodoxa. E obvio que a calibragio dos equipa-
mentos criticos é importante, mas nio deve ser o

fim deterministico para o ensaio quimico.
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